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新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 对人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细胞
增殖和相关基因表达的影响 *
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摘要 目的：应用新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 处理人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细胞，观察 NBBP-1 对人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细
胞增殖和相关基因表达的影响。方法：通过细胞计数、流式细胞仪、光学显微镜、免疫细胞化学方法检测细胞的变化。结果：经 60
μg/mL NBBP-1 处理后，SK-N-SH 细胞生长抑制率高达 90.09 %，细胞周期被阻滞在 G0/G1 ，细胞核裂解成多个，免疫细胞化学染
色结果显示，经处理后 bcl-2 抗凋亡基因蛋白表达减弱，而 p53、fas、bax 等促凋亡基因蛋白表达增强。结论：新生牛牛脑活性肽
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ABSTRACT Objective: To study the effects of neonatal bovine bioactive brain peptides in peakⅠ(NBBP-1), with which we treated
SK-N-SH cells, on the proliferation and gene expression of human neuroblastoma SK-N-SH cells. Methods: The changes of SK-N-SH
cells induced by NBBP-1 were detected by means of cell count, flow cytometry analysis, light microscope and immunocytochemistry.
Results: Treated with 60 μg/mL NBBP-1, the proliferation of SK-N-SH cells was inhibited effectively, and the rate was up to 90.09 %.
Cell cycle was arrested in G1/S phase. Nucleus broke into several parts. The results of immunocytochemistry showed that expression of
anti-apoptotic gene bcl-2 was down-regulated and expression of apoptotic genes p53, fas, bax were up-regulated. Conclusions: This study
suggested that NBBP-1 could regulate the proliferation of human neuroblastoma SK-N-SH cells effectively, and the effect was related
with the changes of oncogene and tumor-suppressor gene.
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了新生牛牛脑活性肽 NBBP-1（Neonatal bovine brain bioactive
peptides in peak Ⅰ，NBBP-1），并以人神经母细胞瘤 SK-N-SH












SK-N-SH 细胞培养于 RPMI1640 培养液，（内含 13 %新生
牛血清、2 mM 丙酮酸钠、100 U/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉
素、50 μg/mL 卡那霉素），pH7.2，于 37℃恒温培养。24 h 后药





取对数期细胞，制成 7.5×104 cells/mL 浓度的细胞悬液，
以每瓶 2 mL 的接种量接种于一批 25 mL 培养瓶中，每组 10







消化收集细胞，1000 rpm 离心 5 min，细胞沉淀重悬于 1.5 mL
PBS 中，缓慢注入 3.5 mL 冰预冷的无水乙醇中固定，4℃暂存
待测。细胞上机检测前先离心去乙醇，再用 PBS 洗涤，加入不
含 DNase 的 100 μg/mL RNaseA（PBS 配制）重悬细胞，37℃温
育 20-30 min 以消化 RNA，离心后加入 50 μg/mL 的碘化丙啶
（PI）于 4℃避光染色 30 min，200 目筛绢过滤，然后用 Beckman





10×104 cells/mL 的细胞浓度接种于放有盖玻片条的 75 mL 细
胞培养瓶中，培养处理后取出长有细胞的盖玻片条，于温育至
37℃的 PBS 洗涤 2-3 次，Bouin-Hollande 液固定过夜，70 %乙
醇洗涤，常规苏木精 - 伊红 （Hematoxylin-Eosin，HE） 染色，
Olympus BH-2 型光学显微镜下观察拍照。
1.6 癌基因、抑癌基因免疫细胞化学检测
1.6.1 人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细胞相关癌基因 bcl-2 产物表
达观察样品制备 取分别长有对照组和处理组细胞的盖玻片，
于预温至 37℃的 PBS 中漂洗，冷丙酮 4℃固定 20 min，PBS
洗涤，3%H2O2 室温避光孵育 10 min，蒸馏水漂洗，滴加适量的
2 %BSA 室温孵育 25 min，滴加 Bcl-2 一抗（Bcl-2 抗体购自武
汉博士德生物工程有限公司）37℃孵育 1.5 h，PBS 漂洗。滴加
生物素标记的二抗 （IgG/Bio）37℃孵育 20-30 min，PBS 漂洗，
滴加辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素 SABC，37 ℃孵育





1.6.2 人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细胞相关抑癌基因 bax、fas、





2.1 新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细
胞生长的影响
细胞生长曲线测定结果显示人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细
胞增殖速度较快，当接种细胞数为 7.5×104 cells/mL 时，连续计
数至第 7 d，细胞数为 51.15×104 cells/mL，为原来的 6.82 倍，
其倍增时间为 66.47 h。但经不同浓度的 NBBP-1 处理后，
SK-N-SH 细胞生长状态分别受到不同程度的抑制，其中 40
μg/mL NBBP-1 处 理 7 d， 细 胞 计 数 结 果 为 26.70×104
cells/mL，为原来的 3.56 倍，和对照组细胞细胞相比，生长抑制
率为 47.80 %。50 μg/mL NBBP-1 连续处理 7 d，细胞减少至
12.04×104 cells/mL，为原来的 1.61 倍，细胞生长抑制率为
76.46 %，与对照组细胞相比较，具有极显著性差异（P<0.01）。而
经 60 μg/mL NBBP-1 处理 7 d 后，细胞计数结果为 5.07×104
cells/mL，细胞数较原来少，细胞生长抑制率高达 90.09 %。
2.2 新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 对人神经母细胞瘤 SK-N-SH
细胞周期的影响
应 用 流 式 细 胞 仪 检 测 NBBP-1 对 人 神 经 母 细 胞 瘤
SK-N-SH 细胞周期分布的影响。检测结果显示，NBBP-1 抑制
人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细胞增殖过程分为两阶段：先使细
胞停留在 G0/G1 期；诱导 G0 期细胞产生凋亡。即 DNA 组方图
出现 DNA 降解的亚 G1 峰。随着 NBBP-1 浓度的增加，亚 G1 峰
增宽、增高。
Group/date 1 3 5 7 Inhibition rate (%)
Control 12.36 30.00 39.33 51.15 -
40 μg/mL 9.75 25.54 30.17 26.71 47.80
50 μg/mL 9.33 20.75 17.86 12.04 76.46
60 μg/mL 7.54 16.00 10.67 5.07 90.09
表 1 新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 对 SK-N-SH 生长的抑制作用
（×104 cells/mL）
Table 1 Growth inhibition of SK-N-SH cell treated with NBBP-1
图 1 新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 对 SK-N-SH 细胞生长的影响
Fig. 1 Effect of NBBP-1 on the proliferation of SK-N-SH cell
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其中以 40 μg/mL NBBP-1 处理细胞，细胞周期无发生明
显的 G0/G1 期阻抑，亚 G1 期细胞比例上升为 3.31 %，而 G2/M
期细胞比例也无明显变化，细胞出现少量凋亡；50 μg/mL
NBBP-1 处理的细胞周期各时相的分布与其处理 40 μg/mL 的
相类似，亚 G1 期细胞比例达 6.18 %，而 G2/M 期细胞比例也无
明显变化；60 μg/mL NBBP-1 处理的细胞周期各时相的分布与
40 μg/mL、50 μg/mL 处理组相比发生较大变化，亚 G1 期细胞
比例高达 19.20 %，G0/G1 期占细胞周期比例增加至 59.92 %，出
现明显阻抑，G2/M 期占细胞周期比例下降至 11.98 %，S 期降
至 11.90 %。结果显示 NBBP-1 对 SK-N-SH 细胞的生长抑制作
用与细胞凋亡有关。经不同浓度 NBBP-1 处理后，SK-N-SH 细
胞周期发生了变化，这种变化有明显的浓度依赖性，特别是当
处理浓度达到 60 μg/mL 时，变化最为明显，亚 G1 期细胞比例








常见多个核仁，多达 3~5 个，大且深染。细胞质较少，HE 染色不
均匀，着色深浅不一，胞质突起较多（图 3）。















2.4 新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 对人神经母细胞瘤 SK-N-SH
细胞相关基因表达的影响
2.4.1 新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 对人神经母细胞瘤 SK-N-SH
细胞 p53 蛋白表达的影响 应用 SABC 免疫细胞化学方法检测





经 NBBP-1 处理后细胞内 Wtp53 蛋白免疫细胞化学反应
为强阳性，深棕黄色反应产物在细胞质区域大量表达，尤其是
核周边细胞质中，细胞核内也有表达。可以看出随着处理浓度
的升高，其细胞内 Wtp53 蛋白表达量也随之增高（图 6）。
2.4.2 新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 对人神经母细胞瘤 SK-N-SH
细胞 Bcl-2 蛋白表达的影响 应用 SABC 免疫细胞化学方法检




经 NBBP-1 处理后，细胞内 Bcl-2 蛋白免疫显色反应有明
表 2 新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 对 SK-N-SH 细胞周期的影响
Tab. 2 Effect of NBBP-1 on cell cycle distribution of SK-N-SH cell
Group sub-G1(%) G0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Control 1.75 49.40 21.33 27.52
40 μg/mL 3.31 48.29 20.71 27.69
50 μg/mL 6.18 50.27 16.00 27.55
60 μg/mL 19.20 59.92 11.98 11.90
图 5、6 SABC 法免疫细胞化学染色光镜观察示 60 μg/mL NBBP-1 处理
前后 SK-N-SH 细胞内 Wtp53 蛋白表达
Fig. 5, 6 Immunocytochemistry staining of the expression of Wtp53 in
SK-N-SH cells before and after 60 μg/mL NBBP-1 treatment
图 3、4 HE 染色光镜观察示 60 μg/mL NBBP-1 处理前后 SK-N-SH 细
胞
Fig. 3, 4 HE. staining of SK-N-SH cells before and after 60 μg/mL
NBBP-1 treatment
图 2 NBBP-1 处理 SK-N-SH 细胞周期分布图
Fig. 2 Effect of NBBP-1 on cell cycle distribution of SK-N-SH cells
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图 11、12 SABC 法免疫细胞化学染色光镜观察示 60 μg/mL NBBP-1
处理前后 SK-N-SH 细胞内 Fas 蛋白表达
Fig. 11, 12 Immunocytochemistry staining of the expression of Fas in





2.4.3 新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 对人神经母细胞瘤 SK-N-SH
细胞 Bax 蛋白表达的影响 应用 SABC 免疫细胞化学方法检








2.4.4 新生牛牛脑活性肽 NBBP-1 对人神经母细胞瘤 SK-N-SH
细胞 Fas 蛋白表达的影响 应用 SABC 免疫细胞化学方法检测
人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细胞在 NBBP-1 处理后 Fas 蛋白表
达的变化。免疫细胞化学检测显示，对照组 SK-N-SH 细胞 Fas
蛋白含量较低，免疫显色反应呈弱阳性，反应产物为黄色颗粒，
主要分布于核周边细胞质区域（图 11）。




图 7、8 SABC 法免疫细胞化学染色光镜观察示 60 μg/mL NBBP-1 处
理前后 SK-N-SH 细胞内 Bcl-2 蛋白表达
Fig.7, 8 Immunocytochemistry staining of the expression of Bcl-2 in
SK-N-SH cells before and after 60 μg/mL NBBP-1 treatment 图 9、10 SABC 法免疫细胞化学染色光镜观察示 60μg/mL NBBP-1 处
理前后 SK-N-SH 细胞内 Bax 蛋白表达
Fig.9, 10 Immunocytochemistry staining of expression of Bax in





生长至第 7 d 时，细胞数为原来的 6.82 倍，其倍增时间为 66.47
h。但是，经 60 μg/mL NBBP-1 诱导处理 7 d 后，细胞数较原来
少，细胞生长抑制率达到 90.09 %。细胞周期各时相的细胞比例
发生了显著变化，对照组 SK-N-SH 细胞亚 G1 期细胞比例为
1.75 %，G0/G1 期的细胞比例为 49.4 %，S 期细胞为 21.33 %，而
G2/M 期细胞为 27.52 %；经 60 μg/mL NBBP-1 诱导处理后，细
胞周期出现明显的凋亡峰，亚 G1 期细胞比例高达 19.20 %，
G0/G1 期细胞比例增加为 59.92 %，S 期细胞比例下降为 11.98
%，G2/M 期细胞比例降低为 11.90 %。结果表明，NBBP-1 能显
著抑制 SK-N-SH 细胞的增殖，使细胞周期阻滞于 G0/G1 期。这
一结果不仅与本实验室应用僧帽牡蛎天然活性肽 BPO-1 以及
姜黄素处理人胃腺癌 BGC-823 细胞，同时与前人用格尔霉素、
姜黄素、2,3- 吲哚醌、紫杉醇、僧帽牡蛎天然活性多肽 BPO-1 处
理神经母细胞瘤、人肾癌 786-O 细 胞、人 神 经 母 细 胞 瘤
SH-SY5Y、肺腺癌 A549 以及人胃腺癌 BGC-823 细胞时观察到
的细胞增殖抑制和细胞周期阻滞结果相一致 [6-9]。由此表明，





细胞 Wtp53 蛋白、Bax 蛋白、Fas 蛋白免疫显色反应呈弱阳性，
Bcl-2 蛋白免疫显色反应呈强阳性。而经 NBBP-1 处理后的
SK-N-SH 细胞，Wtp53 蛋白、Bax 蛋白、Fas 蛋白免疫显色反应
呈强阳性，Bcl-2 蛋白免疫显色反应呈弱阳性。因此，NBBP-1 通
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牙胚前端表面被一层矿化的硬组织覆盖；发现 E13 d 胎鼠切牙
胚发育进入蕾状期，E16 d 的胎鼠切牙胚处于帽状期，E18 d 的
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